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　One　of　the　maj　or　factors　complicating　the　treatment　of　hemophilia　A　is　development　of　factor
VIII　inhibitors，　which　represent　anti－factor　VIII　alloantibodies．　Hitherto，　inhibitors　have　been
recognized　to　be　acquired　antibodies　that　neutralize　factor　VIII　activity，　and　they　have　been
routinely　measured　with　the　Bethesda　assay　based　on　their　inhibitory　action　on　factor　VIII　activity．
In　the　present　study，　the　authors　used　immunochemical　methods　to　investigate　the　properties　of　an
anti－factor　VIII　antibody　recovered　from　a　patient　in　whom　inhibitor　was　not　detectable　with　the
Bethesda　method　（：＄O．4），　but　in　whom　in　vivo　recovery　rate　of　factor　VIII　preparations　was
abnormally　decreased　to　below　500／o．
　　Using　a　purified　factor　VIII　preparation　as　an　antigen，　SDS－polyacrylamide－gel　electrophoresis
（SDS－PAGE）　and　Western　blotting　were　performed，　with　the　preparation　reacted　with　patient
plasma．　As　a　result，　the　antibody　was　detected　as　an　lgG　antibody　bound　to　an　80　kDa　factor　VIII
light　chain　band．
　　Then，　the　influence　exerted　by　this　antibody　on　the　binding　of　factor　VIII　and　von　Willebrand
factor　（vWF），　which　forms　a　non－covalent　bond　with　factor　VIII，　thereby　stabilizing　the　latter　as
a　carrier　protein　and　which　is　thought　to　also　enhance　thrombin－mediated　factor　VIII　activity，　was
investigated．　ln　an　ELISA　using　anti－factor　VIII　monoclonal　antibody　as　the　capture　antibody　and
anti－vWF　antibody　as　the　tag　antibody，　lgG　（2．2　mg／ml）　prepared　from　patient　plasma　and　a
recombinant　factor　VIII　preparation　（r－F　VIII）　were　reacted　and　then　mixed　with　vWF．　However，
no　inhibition　of　factor　VIII／vWF　complex　formation　was　found．　Next，　when　the　patient’s　plasma
was　added　to　r－F　VIII　（1．2　vWF／F　VIIIU）　after　the　addition　of　thrombin　（O．Ol　NIHU／F　VIIIU），　no
inhibition　of　factor　VIII　activity　was　noted．　Furthermore，　when　thrombin　（O．012，　O．008　NIHU／F
VIIIU）　was　added　to　r－F　VIII　supplemented　with　patient　plasma　（1．0　vWF／F　VIIIU），　no　inhibition
of　factor　VIII　activity　was　seen　in　the　patient　plasma　compared　to　the　control　plasma．
　　These　results　demonstrate　that　this　antibody，　which　is　not　detected　by　the　Bethesda　method　but
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which　lowers　the　in　vivo　recovery　rate　of　factor　VIII　preparations，　dose　not　act　by　inhibiting　factor
VIII　activation　by　thrombin　or　complex　formation　with　vWF．　This　antibody　is　an　lgG　antibody　that
binds　to　an　80　kDa　factor　VIII　light　chain，　and　is　thought　not　to　directly　inhibit　the　biological
activity　of　factor　VIII，　but　rather，　by　forming　an　immunocomplex　with　factor　VIII，　to　enhance　the
disposal　of　factor　VIII　in　the　reticuloendothelial　system　leading　to　a　reduction　in　the　in　vivo
recovery　rate　of　factor　VIII．
1．緒 言
　血友病患者の治療は，遺伝子組み換え型VIII因子
製剤の補充療法へと急速に発展を遂げてきた．しか
し，今なお治療上重大な支障をもたらす問題として
抗VIII因子抗体である阻止因子の発生があげられ
る．阻止因子はVIII因子活性を中和する獲得性抗体
としてIgGに属する免疫グロブリンであることが
多く1）2），ひとたび阻止因子が獲得されると通常の補
充療法での止血が困難になる．
　阻止因子の測定法としては従来よりVIII因子活
性阻害作用に基づくBethesda法が広く用いられて
いる3）．本研究ではBethesda法では0．4単位以下と
阻止因子活性が検出されないが，VIII因子製剤の生
体内回収率が50％以下と異常に低下した症例にお
いて，これまでの中和抗体とは異なる抗VIII因子抗
体の存在を免疫学的手法により確認し，その性質に
ついて検討を加えた．
II．実験材料
　1）血漿：静脈血9容に対し3．2％クエン酸ナト
リウム1容を加え，3000r．p．m．15分間遠心後，上清
を分離して用いた．
①被検血漿
②正常者血漿
③標準血漿：健常者より採取した40名（男女各20
名）の上清をプールした．
④高力価抗VIII因子抗体保有の非血友病患者血
漿
⑤VIII因子欠乏血漿（George　King社製）：血友
病患者由来
　2）VIII因子製剤
①遺伝子組み換え型VIII因子（recombinant　fac－
tor　VIII：r－F　VIII）：BAYER社告
②純化VIII因子製剤（ヘモフィルM）：BAX－
TER社
　3）トロンビン（ヒト由来）：Sigma下下
　4）ビオチン標識家兎ヒトvWFポリクローナル
抗体：R40．　LW．　Hoyer博士（米国赤十字社，
Rockville，　Maryland　USA）より供与された．
　5）ペルオキシダーゼ標識抗vWF　IgG：抗ヒト
vWF家兎血清（Behringwerke社製）よりProtein
Asepharose　Cレ4　B（Pharmacia　Fine　Chemica1
社町）を用いてIgG分画を作成し，過ヨーソ酸酸化
法にてペルオキシダーゼ（Sigma社製）を標識した．
　6）抗ヒトVIII因子モノクローナル抗体
　Mab　1：Hybritech社製
　Mab　2：JRScientific野州（C　8）
　Mab　3：J16D－9；Carol　A．　Fulcher博士
（Scripps　Clinic　and　Research　Foundation，　La
Jolla，　California　USA）より供与された．
　7）ビオチン標識　抗マウス山羊IgGF（abt）2抗
体：TAGO社製
　8）ペルオキシダーゼ標識ストレプトアビジン：
TAGO同製
　9）アルカリフォスタファ一旦標識ストレプトア
ビジン：BRL同製
　10）ペルオキシダーゼ基質，2，2”一azino－di［3－
ethyl－benzthiazoline　sulfonate　（6）］　（ABTS）：
Kirkegaard＆Perry　Laboratories社僧
　11）アルカリフォスタファ一丁基質，p－nitroblue
tetrazolium　chrolide（NBT）および5－bromo－4－
chloro－3－indolyl　phosphate　toluidine　salt
（BCIP）：BIO－RAD社製
　12）ヒト血清アルブミン，ブミネート⑪25％：
BAXTER社製
III．実験機材
　1）スラブゲル用電気泳動装置：PROTEAN　TM
II；BIO－RAD社製
　2）Western　Blotting装置：TRANS－BLOT　TM
CELL；BIO－RAD社製
（2）
1992年9月　　腰原他2名：生物活性を阻害しない抗VIII因子抗体の検出とその性質の研究一　803
　3）マイク戸内イタープレート用吸光度計：
Multiskan　MCC／340；Titertek社製
　4）自動血液凝固系測定装置：ACL　300
Research；Instrument　Laboratory社製
IV．実験方法
　1）抗VIII因子抗体測定法（Bethesda法）
　Kasperらの方法3）に準じて行いVIII因子活性は
ACLにより測定した．
　2）ELISAによるvWF抗原（vWF：Ag）の定量
香川らの方法4）に従い，抗vWF家兎血清より精製
した抗vWFポリクローナルIgGとビチオン化した
同じIgGによるsandwich　ELISAを用いて測定し
た．
　3）ELISAによるVIII因子抗原（VIII：Ag）の
定量
　依藤の方法5＞によるVIII因子に対する高力価の
インヒビターを獲得した非血友病患者から得たIgG
分画と，抗VIII因子モノクローナル抗体（MAb　1）
とによるsandwich　ELISAを用いて測定した．
　4）循環抗凝血素の測定
　患者血漿と標準血漿を1：0，4：1，1：1，1：4，0：
1の割合で混合し，各々APTTを直後と1時間37．
C反応後測定した．
　5）抗VIII因子抗体の免疫学的検出法
　純化VIII因子製剤107．8u／m1に1／10量のトロ
ンビン（0。4NIHU／F．　VIIIU）またはトリス緩衝液
（O．02　M　Tris－HCI，　O．015　M，　NaCl，　4　mM　CaCI2
pH　7．4）を加え，37℃30分間反応後，5～12％の
自家製ポリアクリルアミドグラジェントゲルにて電
気泳動を行い，ニトロセルロース膜に転写した．患
者血漿と標準血漿を1％BSAを含むTBS－T（Tris
Buffered　Saline）で500倍と1000倍に希釈し，膜上
のVIII因子抗原と反応された後，ビオチン化抗ヒト
IgGで捉らえ，アルカリフォスファターゼ標識アビ
ジンを結合させNBT－BCIPを基質として検出した
　6）活性型VIII因子に対する阻止作用の測定
　r－FVIII（61．6　U／m1）90μ1にトロンビン（100　U／
m1）40μ1（0．014　NIHU／F．　VIIIU）もしくは3％ヒ
ト血清アルブミン加ベロナール緩衝液を添加し，37．
C30秒間反応後，3％ヒト血清アルブミン加ベロナ
ール緩衝液にて3．8倍に希釈した．そのうち30μ1
に血漿300μ1を加え37℃5分反応後，VIII因子活
性を測定した．
　7）トロンビンによるVIII因子の活1生化に対する
阻害作用の測定
　r－FVIII（30．8U／ml）を10μ1と血漿300μ1を混
合し，37℃5分反応後，トロンビン（100U／ml）11
μ1（0．012NIHU／F．　VIIIU）もしくは3％ヒト血清
アルブミン加ベロナール緩衝液を添加した．37．C30
秒間反応後，VIII因子活性を測定した．またトロン
ビン量7μ1（0．008NIHU／F．　VIIIU）にても同様の
検討を行った．
　8）FVIII／vWF複合体形成阻止作用の測定
　アフィゲルプロテインAを用いて精製した被検
IgG，正常対照IgGとVIII因子に対する高力価の
インヒビターを獲得した非血友病患者のIgGを，
1％BSAを含むTBS－Tで各々2．2mg／mlに希釈
調整し，さらに各々希釈した後，遺伝子組み換え型
VIII因子（r－F　VIII）を終濃度0．325　U／mlとして
30分間反応させた．次にVIII因子欠乏血漿を加え，
30分間反応させたFVIII／vWF複合体を形成させ
た．抗VIII因子モノクローナル抗体（MAb　l）を
固相化し，抗vWF　IgGを二次抗体としたELISA
にてFVIII／vWF複合体を検出し，複合体形成に対
する抗体の影響を調べた．
V．実験結果
　1）被検抗VIII因子抗体を保有する血漿の凝固
学的性質
　被検血漿の抗VIII因子抗体価は0．4B．U．未満で
あり，VIII：CO．9％，　VIII：Ag　1．5％および，　vWF：
Ag　104％であった．また循環抗凝血素は混合後直ち
に測定した場合，1時間反応後ともに存在は否定的
であった（図1）．
　2）抗VIII因子抗体の免疫学的検出（図2）
　非活性化型および活性化型とした純化VIII因子
製剤を用いて，SDS－PAGEにて展開しウエスタンプ
ロッティングしたものをVIII因子抗原として用い，
血漿中の抗体の検出を行った．非活性型VIII因子で
はlight　chainの80　kDaのダブレットに一致した
バンドを認めたが，活性型では72kDaのバンドは
認められず，非活性型VIII因子の1ight　chainの
a2からA3ドメインにepitopeを持つIgG抗体を
確認した．
　3）活性型VIII因子に対する阻止作用
　r－FVIIIをトロンビンにて活性化した後，本抗体
（3）
一　804　一 東京医科大学雑誌 第50巻第9号
AFIT（秒）
60
50
40
30
B　s
A
N
N
N
N
Ns
N
N
N
N
N
N
N
NN
N
患者1＝0　　4＝1　1：1　　1＝4　　0＝1正常　混合比
図1循環抗凝血素
　　A：患者と正常血漿混合後即時測定
　　B：患者と正常血漿混合後1時間加温後測定
．／t
．．一．一一’””
　　’　t；’ll
を含む患者血漿と対照の抗体の存在しないVIII因
子欠乏血漿を加えることによって活性型VIII因子
に対する阻止作用を検討したが，両血漿に有意な差
は認められず，活性型VIII因子に対する活性阻止作
用は認められなかった（表1）．
　4）トロンビンによるVIII因子の活性化に対す
　　る阻害作用
　r－FVIIIをあらかじめ添加した本抗体を含む患者
血漿，対照のVIII因子欠乏血漿にトロンビン添加し
たところ，両者ともに同等のVIII因子の活性化が認
められた．従って本抗体はトロンビンによるVIII因
子の活性化に対する阻害作用を示さなかった（表
2）．
　5）F　VIII／vWF　complex形成阻害作用
　r－FVIII因子と各種IgG分画を反応させた後，
血友病A患者由来VIII因子欠乏血漿を加えVIII
因子とvWFとの複合体形成量をELISAにより測
定した．既知に抗VIII因子抗体を含む非血友病患者
IgG分画では複合体形成は著名な抑制作用が認めら
れたが，正常者および本抗体のIgG分画では抑制作
用は認められなかった（表3）．
VI．考 察
　血友病の治療を困難なものにする合併症として，
抗VIII因子抗体である阻止因子の発生があげられ
る6）7）．阻止因子はVIII因子活性を中和する獲得性
抗体としてIgGに属する免疫グロブリンであるこ
＋　一　＋　一　＋　一　＋　一　＋　一：一
図2SDS－PAGEとウエスタンプロッティングに
　　よるIgG抗体確認
　　被検血漿：本抗体を含む患者血漿
　　対照血漿：健常者40名より採取した標準血漿
　　十：トロンビン添加，一：トロンビン無添加
表1活1生型VIII因子に対する阻止作用（単位：％）
VIII因子
活1生型 非活性型
VIII因子
?性値
被検血漿
ﾎ照血漿
65．8
U7．7
45．1
S7．2
被検血漿：本抗体を含む患者血漿
対照血漿：抗体の存在しないV皿因子欠乏血漿
とが多い8）9）．その多くは補体結合性がなく，1点結合
性のため複数の抗原をクロスリンクできないので免
疫沈降反応を起こさない．抗VIII因子抗体の測定に
は正常プール血漿と被検血漿を混合し反応時間を一
定にして，残存VIII因子活1生を測定すると阻止因子
の濃度に比例することを利用するBethesda法が広
く用いられている3）．
　今回検討した抗VIII因子抗体はBethesda法に
よる抗VIII因子抗体力価が0．4B．U．以下と低いに
もかかわらず，VIII因子製剤投与におけるVIII因
子活性の回収率が50％以下と低下している患者血
漿より検出されたものである．よって現在一般に行
われている中和抗体の検出だけでは病態解析が不十
分であることを示している．羽田らによるとBeth－
esda単位と生体内回収率の対比において，　Bethes－
da単位O．49　Unit／ml以下では生体内回収率の平均
値は87．2％であり10），本症例は回収率の低下から抗
体の発生が推測された．そして純化VIII因子製剤を
抗原としたSDS－PAGEおよびウエスタンプロット
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表2トロンビンによるVIII因子の活性化に対する阻害作用（単位：％）
トロンビン
0．012NIHU／F．　Vm　U0．008NIHU／F．　VIII　U
十 一 十 一
Vlll因子
?性値
被検血漿
ﾎ照血漿
122．0
P35．4
32．0
R6．4
78．3
V3．1
37．2
R4．5
被検血漿：本抗体を含む患者血漿
対照血漿：抗体の存在しないVIII因子欠乏血漿
表3F．Vm／vWF　complex形成阻害作用（単位：％）
IgG希釈被検IgG陰性対照IgG陽性対照IgG
1倍
Q倍
S倍
35．5
T0．5
T0．0
39．5
S9．0
S3．0
14．0
P6．5
P7．4
被検IgG：本抗体を含む患者由来のIgG
陰性対照IgG：正常者由来のIgG，陽性対照
IgG：抗VIII因子抗体を含む非血友病患者由来のIgG
法を用いた免疫学的抗体検出法において，図2で示
すようにVIII因子の1ight　chainにあたる80　kDa
のバンドを認識するIgG抗体を認めた．しかしトロ
ンビンによる活性化後は72kDaのバンドが検出さ
れず，すなわちa2領域に対する抗体の可能性が示
唆された．
　VIII因子はシグナルペプチドを含めて2351残基
という非常に大きな一本鎖の糖蛋白であり，付加糖
鎖を加えると最終分子量は330kDaに達す
る11）12）．ドメイン構成は銅結合蛋白であるセルロプ
ラスミンと相同性の高いA1，　A　2，　A　3がN末端
より並び，引き続きディスコイディンレクチンと相
同性の高いC1，　C2がC末端にある．ただしA2
の隣りにVIII遺伝子最大のエクソンに支配される
糖鎖に富むBドメインが存在する．さらにVIII因
子にはa1，　a　2という酸性配列が存在しており13），
最終的にはA1－a　1－A2－B－a　2－A3－C　1－C　2という
構成をとる11）．分泌後には各種プロテアーゼにより
Bドメインとa2間にて切断を受け，　N末端由来の
90kDa～210　kDaの種々の分子量から成るheavy
chainとC末端由来の80　kDaの1ight　chainが2価
の金属イオン（Caイオンと考えられている）で架橋
された2本鎖として活性を発現すると考えられてい
る14）．但しVIII因子単独では不安定なためvWFが
非共有結合して複合体を形成している15）．VIII因子
のvWFとの主な結合部位はlight　chain　N末端の
酸性ペプチドa2（1649～1689）内と考えられてい
る16）17）．トロンビンによるVIII因子の活性化は210
kDaのheavy　chainのArg　740－Ser　741を分解，　B
ドメインを遊離して92kDaとする．またlight
chainではArg　l689－Ser　1690を分解してa2配列
を遊離し，72kDaとする18）．　a　2配列はvWFとの
結合部位であるため，このことによりVIII因子は
vWFより遊離してtenase複合体へ移行する．そこ
でvWF因子との複合体形成の低下を考えてIgGを
用いて，VIII／vWF　complexの形成阻害試験を行っ
たが，表3で示すように有意な作用は認めなかった．
さらにトロンビンによる活性化に対する阻害作用は
表2の如く存在せず，活性型VIII因子に対する阻止
作用を表1で示すように測定したが，こちらも認め
られなかった．
　以上よりこの抗体は生体内回収率を低下させる
が，従来のBethesda法では捉らえられず，　vWFと
の複合体形成やトロンビンによる活性化との関係に
おいても，その阻害作用を示さないことから，IgG抗
体としてVIII因子の80　kDaの1ight　chain　a　2か
らA3ドメインに結合するが，生物学的活性の直接
的な阻害は行わず，VIII因子と免疫複合体を形成し
網内系での処理を促進する事により，VIII因子の生
体内回収率を低下させていると示唆された．今まで
にVIII因子の分子異常について研究がされてきて
おり，その中で阻止因子の報告がされている．現在
までに点変異的140例，欠損62例，挿入6例，重複
1例の遺伝子異常の報告がある19）．点変異のうち約
半数にて阻止因子の検索がされており，ナンセンス
ミューテーションではその40％で阻止因子が見ら
れている．Arg　1941のナンセンス変異5例を始めとし
てlight　chain領域に多い．また遺伝子欠失も点変
異と同様，阻止因子発生要因のひとつと考えられ
（5）
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る20＞．但し欠失サイズ，部位との因果関係は今のとこ
ろ明確なものはない．VIII因子は血漿中の含有量が
少なく不安定で変性や分解を受けやすいため，そも
そも異常VIII因子が存在していたが，　VIII：Agと
して捉えられなかった可能性を残していることも考
えられる
VI．結 論
　1）従来のBethesda法では捉えられないが，生体
内回収率を低下させる獲得性抗体の存在を明らかと
した．
　2）本抗体はSDS－PAGEでIgG抗体としてVIII
因子の80kDaの1ight　chain上のa2からA3ド
メインに結合することが確認された．
　3）本抗体はトロンビンによる活性化により72
kDaの1ight　chainへの結合を失うが，トロンビン
によるVIII因子活性化に対する阻害作用や活性型
VIII因子に対する阻止作用，　VIII因子とvWFと
の複合体形成阻害作用は有さなかった．
　4）本抗体は生物学的活性の直接的な阻害は行わ
ず，VIII因子と免疫複合体を形成し舎内系での処理
を促進することにより，VIII因子の生体内回収率を
低下させている抗VIII因子抗体であることが示唆
された．
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